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1. 概 要

マスト細胞のRaftを介したシグナル伝達の解析

-RBL-2H3細胞のFcεRI raftにおけるLynの制御機構-

大島香菜， 片桐達雄

I型アレノレギーの発症に至る最終的な エフェクター細胞はマスト細胞/好塩基球である。これらの細胞が活

性化するための主たる経路はFcε RI シグナ ノレによるものである。このシグナルの起 点 に は Src -family k in a s e 

(SFK)である Lyn が位置している。 現在、 Lyn の活性化メカニズム はほとんど不明であり、 この活性化メカニ

ズムを解 明することは I型アレルギーの治療にも大きく貢献しうると考えられる。 本 研究は Lyn の活性化機

構の解析を試みた ものである。 実験はマスト細胞様 ラ ッ ト好塩基球細胞株 RBL-2H3 を材料として、 B 細胞株

WEH I-2 31のシグナノレ伝達と比較解析を行った。 これら細胞のシグナル発火前 後における Lyn 自 身のチロシン

リン酸化動態について比較解析を行うことにより、 マスト細胞に独 自 の Lyn の活性化パターンを見出した 。

Lyn を含む SFK は、 k inas e ドメイン中に activating tyros in e、 C 末近傍に inhibitory tyros ine が存在

し、 両者のリン酸化状態のバランスによりそ の活性が精密に制御されている 。 Lyn では 397 番 目 のア ミノ 酸

に a ctivating t yros in e (Y397)が存在し、 この部位がリン酸化されると Lyn は活性化する。 また、 5 08番 目

に inhibitory tyros in e (Y5 08)が存在し、 Y397が脱リン酸化されて Y5 08 がリン酸化されると Lyn は不活性

化する。 これら 2 つのチロシン残基のリン酸化パターンは 4 つの型が考えられる。 すなわち、.全くリン酸化

を受けていないフォーム(I型)、Y397のみリン酸化されたフォーム(ll型)、 Y5 08 のみがリン酸化されたフォ

ーム(III型)、 そして Y397 と Y5 08 の両 チロシンがリX酸化されたフォーム(N型)である。 これら 4 つのフォ

ームの存在は以前から想定されてはいたが、 それぞ、れがシグナル伝達経路で担う役割は全く不明で、あった。

Lyn のリン酸化部位を決定するため、 Lyn をCNBr で加水分解することにより Y397 を含むフラ グメントと

Y5 08を含むフラグメントに切断し、この 2 つのフラ グメントのリン酸化状態を 解析した 。 この結果、RBL-2H3

のLyn のリン酸化状態は未熟 B 細胞 WEH I-231の Lyn のリン酸化状態とは異なることが明らかとなった 。すな

わち、 無刺激時に WEH I-231には存在しないリン酸化パターンの Lyn が存在していた。

Fcε RI s ignal 系と B c el l  r ec eptor s ignal 系では、 Lyn、 Syk、 PLC- γ など多くのシグナ ル分 子が共通し

ている。 このような共通性を有しているにも関わらず、 この両細胞系における Lyn の異なるリン酸化ノミター

ンは WEH I-231 と RBL-2H3の Lyn は異なった制御を受けていることを示唆している 。CNBr マ ッピングの結果、
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興味深い結果が得られたが、 この解析法ではE型とE型の 混在とN型を区別出来ないという欠点がある。 し

たがって、 さらに Lyn のリン酸化フォームを より詳細に分別するために段階的に免疫沈降を行い、 4 つの フ

ォームを判別する手法を考えた。 また、 材料に用いる Lyn は FcεRI シグナルに直接関 与する Lyn 分 子が局在

していると報告されている Raft 画分を調製し、Raft に局在する Lyn を解析の標的とした。 この解析の結果、

RBL-2H3には WEH I-231 には存在しないN型の Lyn が存在することが明らかとなり、 さらに a ct iv e form とさ

れているE、 N型の Lyn が無刺激状態でも若干存在することが明らかとなった。

B 細胞では脱リン 酸 化酵素である CD4 5が Raft で Lyn の活性化/不活性化を制御していることが報告されて

いる 1 ).2 )。 一方、 今回用いた RBL-2H3では CD4 5の発現が確認できなかった。

以上の結 果は、 マスト細胞において、 Lyn の活性化/不活性化の制御が B 細胞の無刺激時にみられる Lyn 活

性の抑制制御ほど厳密である必要がないことを示唆していると考えられる。 さらに、 マスト細胞ではl 分 子

レベルで Lyn の Y397と Y 508 の両方を同時に制御するシステムが存在することが示された。

2 . 背 景

アレルギー 反応のメデイエー ターを遊離 するマスト細胞/好塩基 球の 表面にはIgE 高 親 和 性レ セプター

(FcεRI)が存在する。 FcεRI複合体は、 IgEと 直接結 合するα鎖、 シグナノレ伝達の増幅に関わる3 鎖、 および

ジスル フィド結合した2 個の γ 鎖から形成されており、これらサブ ユ ニ ッ トは非共有結 合によって会合してい

る。 IgEはB細胞によって産生された 後、 Fcε RIに結 合して感作状態となる。 このIgE/Fcε RI複合体に多価抗原

が結 合することにより架橋が起こると、マ スト細胞/好塩基球は活性化されて細胞内にシグナルが伝達されて

炎症性の生理活性物 質が放出される。 このようなマスト細胞/好塩基球の機能発現の引き金を 引くFcε R Iシグ

ナル伝達にSrc-fam ily k inas e  (SFK)であるLynやFynが重要な役割を果ーたしていることが知られている3).4 )。

FcεRIの架橋 後、 最 初に認められるのは、Fc ε RI 自 身を含む多くのシグナル伝達分 子のチロシンリン酸化であ

るが、 この 初期のチロシンリン酸化はSFKによって遂行されることが明らかとなっている3 ).4 ) 。 また、 SFK 自

身も チロシン リン酸化により活性が制御されている。 SFKは、 そ の分 子構造中に共通してSH3と SH2 および

k inas e doma inを持ち、 SFKの活性制御には k inas e doma in中に存在するa ctivating tyros in eとC末付近に存在

する inh ib itor y tyros ineのリン酸化が重要であることが以前より明らかとなっている5)。

マ ス ト 細 胞 の シ グ ナ ル 伝 達 で は 、 Fcε RI 複 合 体 中 の 3 鎖 と γ 鎖 の 細 胞 内領域の Immunorec eptor

tyros in e-bas ed act ivation mot if (ITAM)と呼ばれる. ア ミノ 酸配列中のチロシン残基がFcε RI架橋によりLyn

によってリン酸化される。 チロ シンリン酸化された γ 鎖のITAMにはSyk/ ZAP-70 fam ily tyros in e k inas eで、あ

るSy kが結 合する。 これに続 いてSykは、 ホスホリ バーゼC- γ(PLC- γ )、 Vav、 Shcといった 下流のシグナル伝

達分 子やアダプタ一分 子をチロシンリン酸化して活性化させる。 その結果、 細胞内Ca2+動員やMAP キナー ゼ、カ

スケードの活性化を経て、 脱頼粒反応、 ロ イコトリエン ・ プロスタグランジンの産生、 種々のサ イトカイン

の 遺伝子の 転写が誘起される3)。 前述した ようにこのシグナル伝達発動に重要な役割を担うのがLynで、ある。

Lynは、細胞膜上に存在するスフィン ゴリピドおよびコレステロールに富む特殊 化した形質膜ドメ インである

lip i d  rafts (Raft)にその多くが局在していることが最近の研究で明らかとなった札 九 このRaftがレセプタ

ーを介したシグナノレ伝達に不可欠の環境を提供する可能性が示唆されている8 ).的。 Fcε RI複合体そのものも刺
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激以前にRaft外に分布し、 FcεR1 が架橋されるとこの凝 集体はRaftに移動して活性化したLynによってチロシ

ンリン酸化を受けるというモデルが提唱されている札 九 このモ デ、ノレ は、 凝 集したレ セプターがLip i d Raft 

に局在していること1 0)、局在したFcε R1 ß ， γ サブユ ニ ッ トがチロシンリン酸化を受けるという実験結果8 )から

支持されている。 LynはRaft中で、FcεR1凝 集体と直接結 合していることがすでに報告されているへ このよう

に、Lynが重要な役割を果たしていることは明らかとなったが、種々のシグナル伝達分 子の役割解明が 日 進月

歩する一方で、 最も上流に位置するLynの活性化メカニズムは 依然として不明である。

一方、 マスト細胞/好塩基球シグナル伝達は、 B車田胞シグナル伝達と多くの共通点を有しており、 B細胞でも

Lynが重要で、あることが明らかとなっている11 ) 。 片桐らの研究により、 脱リン酸化酵素であるCD4 5がRaftにお

けるLynの活性化の分 子ス イ ッ チとして機 能していることが未熟B細胞株WEH1 -231を用いて明らかとされて い

る1 )，2 )。今回用いたRBL-2H3はFcε R1 シグナル解析によく用いられているが、CD4 5の発現がFACS解析では認めら

れない凶ので、 マスト細胞においては、 Lynの制御機構も全く不明 である。

本研究では、RBL-2H3をマスト細胞のモデ、ルとして用い、Raft中におけるLynの活性化メカニズム およびRaft

を介するLynの制御機 構 を解析した。Lyn 自 身のチロシンリン酸化パターンをマス ト細胞とB細胞で比較しなが

ら解析した結果、 マスト細胞/好塩基球独 自 のLynの活 '性化パターンと制御ノfターンを見出した 。 本研究で得

られた知見はI型アレルギ一治療において重要な価値があるものと思われる。

3. 材料と方法

試薬および抗体:

マスト細胞の 19E FcR 感作に用いた 19E 抗体は anti- dinitroph eny1 (DNP) mous e monoc1 ona1 19E ( Sigma 

chemica1 Co. St. ， St. Lou is ， MO， USA. 以下 S1GMA と略 ) を用いた。 Western b1 0t および 免疫沈降には

以下の抗体を用いた 。 Lyn44 : rabbit po1yc1 ona1 19G Cat井 s c-1 5 (Santa Cruz Biotechno1 ogy， CA， USA) ， 

Phospho-Lyn ( Tyr 507 ) Antibody ( Anti-pLyn ) Lot: 1 非2731 S ( Ce11 Signa1 ing T echno1 ogy， 1 nt. MA， 

USA )，  Anti -phosphotyrosin e， biotin conj. ( mous e  monoc l onal 19G 2bk ， c l one  4GI0 ) Cat井16-1 03( Upstate 

Biotechno1 ogy USA， 1nc. 1 L， USA )， Avidin / HRP: 00001975 ( DAKO. A/S. D enmar k ) ， G oat 

Anti-Rabbit-1 g-HRP : ( Part: AL1 04 04 ) ( Bios ourc e  1 nternationa1 ， CA， USA ) 

抗DNP モ ノ ク ロ ー ナ ル 19E 抗 体 で 感 作 し た マ ス ト 細 胞 の 刺 激 に は DNP-a1 bumin ( a1 bumin， 

human- dinitroph enyl ) ( S1GMA )を 用いた 。 チロシンリン酸化のポジティブコントロールとして p ervana date

( PV ) ( 5% H202:健栄製薬， 日 本. ， o. 5mM Na3V04: S1GMA )刺激を行った。 B 細胞の抗原受容体刺激には G oat

F( ab' )2 fragments of anti-mous e 19M Ab ( 1CN Pharma c eutica1 s ，  1nd. OH ， USA )を用いた。

CNBr マ ッ ピングに用いた CNBr と 70判ギ酸は Wa ko Pur e  Ch emica1 in dustrial ，  1 td. ( OSAKA， JAPAN ) より

購入 した 。

免疫沈降に用いた、 Protein G Sepharos e  ( ProG )は Am ersham Pharma c ia Biotech， Ltd. ， ( Bu c k inghamshir e  

UK ) より 購 入 した。

細胞と培養:

マスト細胞様細胞株として RBL-2H3、 および B 細胞株として WEH I-231 を用いた。 両細胞株は、 東京都神経
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科 学総合研究所の矢倉英隆博士( 参事研究員) より 恵与していただいたも のを用いた。 両細胞株の培養培地と

して、 RPM I- 164 0 ( SIGMA ) に 10見ウシ胎仔血清( JRH BIOSCIENCES， A CSL Company KS， USA) ， 10 -5M 2ー メ

ル カプトエタノール ( Wa ko ) と 2 mg/l G entamicin  s olution ( SIGMA ) を加えたものを 用いた ( 継 代 3

"'2 0 代までの flesh な細胞を使用した )。 培養 RBL-2H3 細胞 のシングノレ セ ル サスベ ンジョンには、 0 .0 5%

Tryps in-EDTA ( G IBCO， invitrog en Corporation， NY， U SA )を用いた。

Cy an ogen bromide (CNBr)マッピ ン グ:

WEH I-2 31 (4X106 c ells/mL)と RBL�2H3 ( 4 X106  c ells/mL) の両細胞を 370C、 3 時間メディウム中で培養し

た後、 370 Mbq中一orthophosphate を含む 2 mL のメディウム中で室 温 、 一 時 間培養してラベ ルした。次に 8

mL のメディウムを培養に加え、 さらに 370Cで 3時間 イン キ ュベ ートした。 ラベ ルを停止するため、 氷冷 した

PBS-VE (2 mM Na3V04， 2 mM EDTA)を加えて、 細胞を処理 した。 そ の 後、l出TNE( 1出Nonidet P-4 0， 2 0mM Tris -HCl 

( pH7.5 )， 1 50mM NaCl， 2 mM Na3V04， 2 mM EDTA)で細胞 を溶解し、 可 溶化サンプルを 30 分間 、 40C、 10， 000

X g で 遠心 し、 そ の 上清を解析 に用いた。 それ ぞ れ のサ ン ブ ロルから Lyn44 を結 合させた ProG で Lyn を免疫

沈降したω。 抗Lyn 抗体 ProG ビ ーズ 沈降物に SD S-PAGE sample buff er ( DW 4 .  0 mL、 0.5 M Tris-HCl pH 6.8 

1 .  0 mL、 グリセ リン 0 .8 mL、 10 見 SD S 1 .  6 mL、 2 - ß メル カプトエタノール 0 .4 mL、 0 .0 5 覧( w/v )ブロモ

フェノーノレブルー 0 .2 mL )を加えて 90 �98 oCで 5分間加熱し、 10話SDS-PAGE で 展開し、 nitroc ellulos e 

membrane ( Bio-Rad Laboratories， CA. USA) に transfer した。Autoradiography および Lyn44 immunoblotting 

により検出したメンブレン上にある Lyn タンパク質をメンブレン ごと 切り出した。 こ の 切片を CNBr 溶液

(1 50mg/mL 70覧ギ酸中) 2 50μL 中にて室 温 で 2 時 間 イン キ ュ ベ ートしてタンパク分解を行った。 溶出した ペ

プチドを凍 結乾燥 処理によって3回 洗浄する こ とでギ酸を除去した。洗浄後、分解乾燥 産物 に SD S- PAGE sample 

buffer を加えて 5分間 90 �98 oCで加熱 後、 1 5�2 5% gradient g el ( 第一 化学薬品株式会社， Tokyo， JAPAN ) 

で 展開、 polyv inylidene fluoride ( PVDF ) membrane ( Bio-Rad ) に transfer し、 BAS 2 000 system で解

析を行った。

Raft画分の調製:

Cell ly sis 

① WEH I-2 31 細胞 3.5X107 c ells/dish ( 10 cm径細胞培養ディ ッ シ ュ )に PV 1 mL、Anti- IgM Ab ( 2  mg/mL ) 

1 50 μL を加えて 3分間刺激した。 氷冷 した PBS-VE ( 1 mM Na3V04、 1 mM EDTA ) で刺激を停止 した。 3dish

分の細胞を回 収し、 3， 000 rpm、 1 分 遠心 後、ベ レットに 0.5 � Triton-X100-TNEVA ( 1 50 mM NaCl、 10

mM Tris pH 8.0、 1 mM EDTA、 2 mM Na3V04、 Aprotinin 10μg/mL ) を 1 mL 加えて細胞を可溶 化後、 氷 上

で 30 分 静置し、 B c ell lysate とした。

②RBL-2H3細胞 O.53X107  c ells/dish (10 cm径細胞培養ディ ッ シ ュ )に Anti-DNP IgE 2 .  75μg を加えて感作、

もしくは IgE を加えず 37 oC の CO2 イン キ ュベ ータで 24 時間培養した。 感作した細胞には D NP-albumin を

2 00μL 加え 3 分 イン キ ュ ベ ートして刺激した。 ポジティブ コントロールとして、 感作していない細胞に

PV 1mL を加え 3分 イン キ ュ ベ ートして刺激をした。 ま た、 ネ ガティブ コントロールとして感作していない

細胞を無刺激で回 収した。 そ れ ぞ れ、 ディ ッ シ ュ 4 枚 に相 当 する細胞の 上清をア スピレートし、 0 .5話

Triton-X100-TNEVA を 1 mL 加えて可溶化し、 回 収した も のを Mast c ell lysate とした。

- 4 -



- RBL-2H3細胞のFcεRI raftにおける Lynの制御機構一

ショ糖密度勾配超遠心

①、 ②で得た lysate よりショ糖密度勾配超遠心法で Raft 画分を 調製した。 Sucros e (和光純薬)を Rafts

buff er ( 2 5  mM Tris、 1 50 mM NaCl、 2 mM EDTA、 1 mM Na3V04 )に溶かし、 85出sucros e buffer、 35出su cros e

buffer、 5出 sucros e buffer を 調製した。超遠心チ ューブ( 14 x 89 mm. UC tub e  BECKMAN-， CA， USA )中で

85出su cros e buff er と c el l l ysate をそれ ぞ れ 1mL ずつ 混合した。そ の 混合液上に6ml の 35出su cros e buffer 

を重層 し、 さらにそ の 上に 2 .5 mL の 5 覧 sucros e buffer を重層 して、 非連 続 ショ糖密度勾配を作製した。

密度勾配を 調製したチ ューブを SW4 ITi ローターに セ ッ トして、超遠心機 ( BECKMAN L -70 ) で40C、2 00， 000

X g で約2 0 時閣遠心した。 遠心後、 チューブを回 収し、 gradi ent の 上から 1 mL ずつ、 フ ラク シ ョン 2 �12

を分画した。

生産注隆 :
180μL ( 60μL/sampl e  ) の Pro G ビ ーズを PBS- VE ( 1 mM Na3V04、 1 mM EDTA )で 3 回 洗浄した。 洗浄後、

Pro G ビー ズに各抗体を 6.75μg (2 . 2 5μg/sampl e)、 PBS -VE 4mL、 10 出 NP-4 0 2 5μL をそれ ぞ れ加えて 2 .5

時間 イン キ ュ ベ ートして、 抗体ービ ーズを作製した。 抗体ービ ーズを PBS- VE で 3 回 洗浄し、 ip buffer ( PBS- VE 

600μL、 Aprotinin 500μg、 L eup eptin 500μg、 10削P-4 0 30μL ) を加え、 1 .5 mL チューブ ( スクリュー

キャ ップ付 )に 2 00μL ずつ分注した。 ここに分画サンプノレを加え、 ov er night イン キ ュ ベ ートした。 沈 降

物を wash buff er ( 50 出0.5弘Triton-X100-TNEVA、 50 見 PBS -VE ) で 5 回 洗浄し、 こ の 沈降物 に SD S-PAGE

sampl e buff er を 100μL 加えて 90 �980Cで 5分間加熱した。 こ の 上清を SDS-PAGE で 展開した。

SDS-PAGEとWestern blot : 

ラージゲルを用いた SD S-PAGE は、 二 連リアル スラブ 電気泳動 装置 ( BIO CRAFT ) で、行った。 ミニゲルを

用いた SD S-PAGE は、 ミ ニプロティ ア ンEシステム(B io-Rad)で行った。 泳 動 後、 ア ク リル ア ミ ドゲ、ルを

blotting buff er ( 2 5  mM Tris、 192 mM グリシン、 2 0 見 v/v メタノール、 p H 8.3 )で平衡化した。 平衡化 後

の ゲルを nitroc el lulos e membrane ま たは PVDF membrane に transfer した。 ラージゲルを用いた場合は、 ト

ランスプロ ッ トセ ノレ ( Bio-Rad ) を用いて 2 0 V， 1 5 時間 プロ ッ トした。 また、 ミニゲ ルを用いた場合はミ

ニプロティ アンEウ エ スタン プロ ッ トモジュールシステム ( Bio-Rad ) を用いて 90 V， 180 分プロ ッ トした。

プロ ット 後のメンブレ ンは 5出BSA-TBS にて ov er night ブロ ッ キングした後、 TTBS で 2 回、 TBS で 2 回 洗浄

した。 洗浄後、 メ ンブレンは一次抗体に ov er night 反応させた。 こ の 後、 メンブレンを TTBS で2 回、 TBS

で 2 回 洗浄後、 二次抗体と 1 時間 反応させた。 反応後、 メンブレンを TTBS で 2 回、 TBS で 2 回 洗浄した 後、

ECL 発色 キ ッ ト ( Amersham ) にて Film ( Koda k  BioMaxMR1 ) 上に 露光した。
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4 . 結 果

Lyn 分子内のリ ン酸化部位の決定 (CNBrマッピ ン グ )

Src-family k inas e である Lyn にはリン酸化されうる tyros ine が二 つ存在し、 一 つは activating tyros ine

(Y397)、 もう一つは inh ib itory tyros ine (Y508)である。 Lyn の分子モデ ル および CNBr マ ッ プを Fig. 1A に

示した。 これら二つの tyros ine の リン酸化パターンには四つの フ ォームが存在しうる。 すなわち、 どちらも

リン酸化を受けていないフ ォーム(I型)、Y397 の みリン酸化されたフ ォーム(II型)、Y508 の みがリン酸化さ

れたフ ォーム(III型)、 そしてY397とY508 がリン酸化されたフ ォーム(N型)である。 これら 4 つの フ ォーム

を Fig. 1B に示した。

マスト細胞 の 刺激前 後における Lyn分子内の リン酸化部位を決定するためにLyn を CNBr で限定加水分解し、

Y397を含む 8 ;4 kDのプ ラ グメントと、Y508 を含む 4 �2 kD の フ ラ グメントに切断し、 これらフ ラ グメント の リ

ン酸化状態について解析した。 この結果、 RBL-2 H3 では、 WE H I-231(未熟B細胞株)の リン酸化ノミターンとは

異なる結果を示した。 すなわち、 WE H I-2 31 の無刺激状態では両方の フ ラ グメントでリン酸化チロシンが検出

されなかったのに対し、 RBL-2 H3 の 無 刺激状態では両方 の フラ グメントでリン酸化 チロシンが検出 された

(Fig. 1C)。

また、 脱リン酸化酵素阻害薬である PY(Pervanadate)、 もしくはレセプター 刺激により細胞を刺激すると、

両細胞系で両方 の フ ラ グメント の リン酸化チロシンを検出した(Fig.lC)。

iiiAi: 
①①@@ 

除BL・2H3

「一階
吋干すm一一一一 t"lE-Y:抑 Y397 

J4鍛 Y銅l8C 

Fig.1: RBL -2H3とWEHI-231 に おけ る Lyn のリ ン酸化部位:
A: CNBrマッ プ B: Lyn の リ ン酸化 パターンの 4型
C: RBL-2H3とWEHI-231 を 32P-orthop hosp hate で ラベルし、 方法で 示 した よう に刺激 し 、 可溶化 サンプル を 作製 した。 それぞれのサン
プルから Lyn を抗Lyn抗体で免疫沈降して SDS-PAGEで 展開 した 。32pで、ラベルされた Lyn を nitrocellulose membrane から溶出 し、CNBr
で 切断 した。 CNBr処理 した ペ プ チドサンプル を 15-25% gra dient gel で 展開 し、 P VDFメンブレンに ト ラ ンスファーし、 BAS 200 0 で
検出 した 。
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Raft内もしくはRaft外に存在するLy n 分子群の シグナ ル伝達への関 与の検討

Fig. 1 に示した CNBr マッ ピングの実験結果は、 RBL-2H3および WEH I-231 において total c el l  l ysate 中で

の Lyn のリン酸化ノミターンを検討したものであった。 一方、 total c el l  lysate を用いた解析の結果、RBL-2H3

では刺激の有無に関わらずY508 のみがリン酸化された Lyn(p Y508 Lyn)のリン酸化量の変化を認めることが

できなかった(Fig.2 A) 。 本来、 刺激によって pY508 Lyn は減少するはずであるので、 Fig.2 A の結果は Ra ft

外にある Lyn 分子の影響によると考えられる。 すなわち、 Fig.2B に認められる ように Raft 画分に認められ

る Lynはフ ラクション4 �6に局在しているが、この他 フ ラクション 10 �12 に相 当 する Lyn は Raft 外にあり、

常に不活性状態 (Y508 のみがリン酸化した状態) であるため、 本来 Fc ε R I シグナルに関与している Lyn のリ

ン酸化ノミターンの検出を困難にしていると想定された。 そ こで、 Raft 画分をショ糖密度勾配超遠心 法を用い

て調製し、 Fcε R I シグナルに直接関与する Lyn を解析のター ゲ ッ トとした。

醤 Fι純0，.
{守

�.'p，明治L，n I PV 
髭i係;

似事端

A 

￡誕蜘pγ508しynbl(主主

w器禁岳部

Fig.2:刺激前後におけるLynのRaft内外への分布:

(-) PV D純P

4 5 6 10 11 12 

RBL-2十億

A: RBL- 2H3細胞を1.OX107 C巴lls/dish に 調製し、 α DNP I gE (0.45μg/mL)で 370Cで 24時間感作した後、 3分間抗原刺激した(DNP )。
また、 感作し ていない細胞をPVで 3分刺激した(P V)。 感作および刺激しない細胞をサンプルとした場合を(一)とした。 それぞれの細胞
は4dish分を回収し て、 TNE (150 mM NaCl、 10 mM Tris þH 8. 0、 同NP - 40、 1mM ED TA、 2 mM Na3V04、 Aprotinin10μ g/mL)で可溶化し、

total cell ly sateとした。 Total cell l ysateをSDS-PAGEで 展開し、 α-pY508 Lyn blotを行った。
B: RBL- 2H3および肥HI- 231を刺激し て 可溶化し、 ショ糖密度勾配超遠心法に より Raft と Raft外画分に分画した (材料と 方法参照)。
遠心 後分画したフラク ション 2-12のうち3，4，5，6，10，11，12フラクション より サンプルを調製し て SDS-PAGEで 展開し、Lyn44でα-Pan
Lyn blotを行った。

段階的免疫沈降によるLyn の リン酸化パターン分類

Fig. 3A で示す Lyn のリン酸化パターンの I �1Vのうち、 CNBr マ ッ ピング法は、E型と皿型の 混在によって

生 じるこつのバンドを検出しているのか、 あるいはlV型が存在することによってこれらのバンドが検出され

ているのかを区別することができない(Fig. lC) 。 そ こで、 Lyn の四つのフ ォームを分別することを試みた。

今回は、 total c el l  lysate ではなく、 シグナル伝達に重要な Lyn分子が局在する Raft 画分を出発材料とし

て、 段階的に異なる抗体で Lyn の免 疫沈降を行うことにより分別を行った(Fig. 3A)。 それ ぞ れの沈降サンプ

ルに含まれる Lyn を Westerri blot で比較解析した結果を Fig. 3Bに示した。

lV型の Lyn は、 この実験において Fig.3B- l でα- pY508 抗体により検出される。 Fig.3B- l に示す ように、

WEH I-231 ではα- pY508 抗体 b l ot でバンドが検出できなかった。 一方、 RBL-2H3 では相 当するバンドが検出

できたことから、 lV型の Lyn は WEH I-231 には存在せず RBL-2H3には存在することが示された。
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さらに、 Fig. 3B-l に示す ように RBL-2H3 サンプρル より 4GI0 で沈 降してきた Lyn (II型とN型 )の量と

WEH I-231 サンプル より 4GI0で沈降してきた Lyn (II型 )の量は、 PV 刺激および抗原刺激により増加した。

4GI0での免疫沈降に続 くα-pY 508 抗体での免疫沈降によって理論的にE型の Lyn を沈降させることができ

ると期待された。 しかし、 Fig. 3B-2 に示したように、 この操作の沈降物 からはどの型の Lyn も検出されなか

つ、た。

最 後のα- Pan Lyn 抗体での免疫沈 降では、 理論的に I型の Lyn だけが沈 降してくると想定されたが、

Fig. 3B-3に示したように沈降物 中に pY 508 Lyn (III型 )が多量に検出され、 抗原あるいは PV で刺激した場合

にも多量に存在していることがわかった。

A 

� �P �p>-aみ

8 
a-Pbalont ivn 

ゃpY
b
弱 bSt iy伶

$'世間凶a討on
a-Pbalont Lvn 

a-p潟
bbS事 t iyn 

s露間腿la討on

a・PanLyn1mmuno.p憎cipl踏峰

r 

4弔
問

事-M制時

沼
田
rM
器

Fig.3:段階的免疫沈降 に よ る Lyn のリ ン酸化パ タ ー ン の決定:
A: 
① 最初に 、 α-pY508特異抗体を用いて、 LynのpY508をブロックした。
②このサンプル 中のY397が リ ン酸化された状態のLyn (ll、 IV型)をα-PY抗体(4GlO)で免疫沈降した。
③次に この上清に ProGを加えて、 ブロックに 用いた α-pY508抗体を沈降し、 α-pY508 Lyn (III型)を 回収 した。
④ さらに 上清からα-Pan Lyn抗体を用いていずれの操作でも沈降 されなかった残りのLyn (1型)を 免疫沈降した。
B :  
①から④の各段階における沈降物を SDS-PAGEで 展開 し、 膜転写 後、 それぞれα-Pan Lyn抗体、 α-pY508 Lyn 抗体でbl o t を行った。
B- l : α-PY抗体で沈降したLyno B- 2: α-pY508 Lyn抗体で沈降したLyno B- 3 : α-Pan Lyn抗体で沈降したLyn。
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5. 考 察

Lynは、 I型アレルギ一発症に至るマス ト細胞のFcε RIシグナル伝達の起点に位置し、 重要な役割を担って

いる。 Lynの活性化メカニズムを解 明することはFcεRIシグナル伝達を解 明する上で重要であると考え、 Lyn

自身のチロシンリン酸化ノ号ターンの解析を行った。 解析にあたり、 マス ト 細胞のシグナル伝達と多くの共通

点を持つB細胞を用いた実験結果と比較解析を行った。

第一 の実験では、 LynをCNBrで、限定加水分解 することによりLyn分子内のリン酸化部位を決定した。 この結

果、 無刺激状態において、 マス ト細胞様細胞株 RBL-2H3と未熟B細胞株 WEH I-231におけるLynのリン酸化パタ

ーンに違いが認められた。 すなわち、 WEH I-231にはY397とY 508の両 tyrosi neで、リン酸化が検出できなかった

のに対し、 RBL-2H3においては、 Y397とY 508の両方のtyrosineのリン酸化が検出 された。 この結果から 、

WEH I-231とRBL-2H3の無刺激状態におけるLynのリン酸化パターンは異なるということが示された。 この結果

は、 マス ト 細胞のシグナル が無刺激状態で、も若干 通 じており、 細胞が活性化しやすい状態にあるということ

が示唆される。 斉藤らの報告によれ ば、 マス ト細胞 は弱し1刺激により増殖状態に入札 より強い刺激によっ

て完全に活性化して炎症性のサイ ト カインを分泌することを示している14) ，15) 。 今 回の結果はマス ト細胞であ

り、 かつ、 in vi troで、増殖するRBL -2H3で、は無刺激時で、も弱いシグナノレが常に通 じ た状態であることを示して

いるのかもしれない。

RBL-2H3あるいはWEH I-231細胞をPVで刺激した場合には、Y397とY 508のリン酸化パターンは両細胞系におい

てほとんど差異は認められなかった。一方、各細胞のレセプター刺激時には、WEH I-2 31はリン酸化されたY397

のバンドが薄く、 RBL-2H3ではリン酸化Y 508のバンドが薄い結果が得られた。 この結果はWEH I-231ではレセプ

ター刺激によってY397のみがリン酸化されたLyn(II型 )はわずかにしか増加 せず、 RBL -2H3ではWEH I-231と比

べてより増加した結果であると考えられる。 ただし、 このCNBrマ ッ ピング法はリン酸化の量的変化の厳密な

解析には適していない。 この方法は、 リン酸化の質的な解析に適しているが、 量に関しては実験過程 での手

技的な影響が結果に反映しやすいため、 この結果は別の方法で再度確認する必要 性がある。

Fig. 1の実験はtotal c ell lysat e中のLynを解析対象としたものであった。 しかし、 RBL-2H3のtotal c ell 

lysat e中のLynを材料として;解析を行うとY 508のみがリン酸化したLyn (ill型 )は無刺激時と刺激時で有意な

差異を認めることが出来なかった(Fig.2 )。 本来、 シグナルに関 与したLynを実験材料とすれ ば差があるはず

なので、 この結果はRaft外にあるLynが定常的に不活性状態にあるため、 本来FcεRIシグナル伝達に関与して

いるLynのリン酸化ノ号ターンに影響をおよぼしたためと考えられる。 このため、 今 後の解析のターゲ ッ ト とし

てシグナル伝達に不可欠の環境を提供するRaft中のLynに注目することにした。実際にRaftを分画したとこ ろ 、

Lynの多くはRaft画分に集積 していた (Fig.2 )。

CNBr分解によって無刺激状態のWEH I-231とRBL-2H3におけるLynのリン酸化状態が異なることが示されたが、

この実験では、 Fig.3Aに示すE型とE型の 混在サンプルの分解結果とN型の分解結果を判別することが出来

なかった。そこで、Fig. 3Aに示す4つのフォームのLynを判別するために3種類の特異抗体(α- PY 抗体(4GI0)、

α-pY5 08 Lyn抗体、 α-Pan Lyn抗体 )を用いて段階的に免疫沈降する方法を試みた。

Fig. 3における段階的免疫沈 降のα- PY抗体による免疫沈降はE型とW型のLynの検出を目的としたもので

ある 。実験の結果、α-pY508で、検出されるW型のLynはWEH I-2 31においては検出されなかった。 一 方、RBL-2H3
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では検出され、 このバンドは刺激時のみならず、 無刺激状態でもわずかに観察された。 この時、 α-Pan Lyn 

で検出されるLyn のバンド (RBL-2H3:II型 ・ N型、 WEH I -231 :  II型)は刺激 後増強が見られた。 これらの結果

は、N型のLynはWEHI-231には存在せず、 RBL-2H3には存在していることを示すものである。 今 まで、N型のLyn

は、 多くの研究者により漠然と存在すると考えられてきた。 今回の結果により、 少なくともマスト細胞シグ

ナル伝達系においてこのN型のフ ォームはなんらかの特別な機 能を持つのではないかと思われる。

α-PY抗体での免疫沈降上清からα-pY 508抗体で、免疫沈降することによりE型のLynを沈降しようと試みたが、

どの型のLynも沈降させることが出来なかった(Fig. 3 B-2 ， C-2 )。 この結果は、 E型のLynが存在しないこと

を示すものではないと考えられる。 すなわち、E型のLynは生細胞内ではα-pY508抗体が認識する抗原決定基

がSH2 との結 合により、 隠された状態にあるためにα-pY 508抗体で、沈降することができなかったと考えられる。

この仮説を裏 付ける ように、最終的なα-Pan Lyn抗体による免疫沈降で、はE型のLynが多く検出された。 また、

予備実験において、 RBL-2H3Raft画分よりα-pY 508抗体が国型のLynを免疫沈降しうることは確認済みである

(data not shown)。

最終的なα- Pan Lyn抗体で、の免疫沈降で、は I型のLynのみが沈降してくる ように実験仮説を立てていたが、

実際の沈降物 中にはE型が多く検出され、 刺激 後も多量に検出された(Fig. 3 B-3， C-3)。 この結果は、 細胞

が刺激された状態であっても多くのLyn分子は不活性状態にあり、 SH2 とpY 508が結 合した状態のま まであり、

シグナル発火に関与するLyn分子は全体の一 部だ、けで、あることを示しているのかもしれない。

α-Pan Lyn抗体で、の免疫沈降による沈 降物 中にIII型のLynが含まれていたことは 初期の仮説の想定外であ

り、 全くリン酸化されていなし\Lyn (I型)の有無を今回用いた段階的免疫沈降法では確認することが出来な

かった。 この沈降物 の ki nase assayの結果、 刺激により、 自己リン酸化活性の充進が認められた(data not 

shown) 0 III型のLynで、はY397が立体構造によって 隠されているため、分子内の 自己リン酸化は不可 能と考えら

れる。 したがって、 自己リン酸化冗進を示したLynプール は 自己リン酸化部位がオープンとなっているI型の

Lynで、あり、 I型のLynは最終沈降物 中に存在していると考えられる。 今回の実験では、 この点を明確にする

ことは出来なかったが、 I型とE型のLynを分離し、 それぞ れのLynの k i nase assayを行うことでより詳細な

Lynのシグナル 関与のメカニズムが明らかになるものと期待される。

WEHI-231におけるCNBrマ ッ ピングでの無刺激状態ではY39 7とY 508両方のリン酸化が認められなかったのに

対し、 段階的免疫沈降での無刺激状態ではY 508のリン酸化が検出された。 これは、 32 pを代謝的にラ ベル する

際、E型のLynは閉 じた立体構造をとっているためにこの実験で、の32 p処理時 間では不十分であったためと思わ

れる。 このようなLynのそれぞ、れのフ ォームの半減期を 調べることも重要である。

RBL-2H3とWEH I-231の無刺激状態においてLynのリン酸化ノミターンが異なっている 原因として2 つが考えら

れる。 ひとつは今回 用いたRBL-2H3�こはCD4 5の発現が認められないことと関連していると考えられる。 RBL-2H3

にCD4 5が発現していないことは以前にFACS解析により報告されておりω、 我々が行ったWest ern blot解析で、

もCD4 5発現が認められなかった( data not shown) 0 WEHI -231ではCD4 5が多量に発現しており、 そ の一 部がRaft

で、Lynの活性を制御することにより、 無刺激状態で、はRaft中にI型のLynのみが存在することが報告されてい

たが仏2 )、 今回の実験からE型のLynも存在する可 能 性が示された。 一方、 RBL-2H3においてはCD4 5が存在しな

いことからWEH I-231のようにLyntま厳密に制御されていないのかもしれない。 無刺激状態においても活性型の
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Lynがわずかに存在するのはこのためであ ろう。もう一 つの可 能性はCD4 5と異なる脱リン酸化酵素がマス ト 細

胞のLynを厳密に制御していることである 。4種類のフ ォームのLynが無刺激状態で、もこの脱リン酸化酵素の制

御下でコン ト ロール された状態で存在しているのかもしれない。 最近、 マス ト 細胞系の細胞に限局して発現

しているとされるPTP E も脱頼粒反応のシグナルに関与していることが近年明らかとされており16) マス ト細

胞シグナル制御における各種PTPの役割解明が期待される。

最近の研究では、 Lyn-/-マウス骨髄 由 来マス ト 細胞 は脱頼粒反応が充進することが示されている。 また同時

に、 Lynと 同 じ Src-family k i naseで、あるFynが欠損したマス ト 細胞での実験 より、 脱頼粒反応はFyn非存在下

では減少することが示された17).18) 。 すなわち、 これらの報告の意味するとこ ろ は、 マス ト細胞シグナル伝達

におけるポジティ ブレギ ュ レーターはFynで、あり、 Lynはネ ガティ ブレギ ュレーターとして機 能しているとい

うことである 。 もしも、 この結果が正しいとすれ ば、 今 回の実験で示されたRBL-2H3の無刺激状態における微

量の活性型Lynの存在は無刺激時においてはシグナルが過剰に伝達されない ように沈 静化状態を維持するこ

とに関与しているのかもしれない。 また、 刺激による活性型Lynの増加はFynシグナノレ 活性化 後にシグナル 沈

静化のために働くものであるかもしれない。

今 後、 W型のLynが生ずるメカニズムや、 CD4 5とは異なる脱リン酸化酵素、 ま た、 Lynのネ ガティ ブレ ギ ュ

レーターであると報告されているubiqu itin-prot ein ligaseω.2 0)などによってどのようにLynが制御される

のかを解 明することがFcε R Iシグナル伝達の発信メカニズムを理解する上で重要であると考えられる 。 また、

今回本研究でその一 端を明らかにできたようにRBL-2H3とWEH I-231におけるLynのリン酸化ノ号ターンの違いを

比較解析することで、 マス ト細胞とB細胞におけるそ れ ぞ れ独 自のLyn制御機 構が解 明で、きると期待される。

この ようにマス ト細胞 独 自のシグナル伝達ルートあるいはB細胞 独 自のシグナル伝達ルー ト が明らかになれ

ば、 マス ト細胞あるいはB細胞のみに作用し、 副 作 用の少ない薬物を開発できる可 能性は高く、 将来的に臨床

応用にも寄与できることが期待される。
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